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El carbaril es uno de los plaguicidas N-metilcarbamatos ampliamente utilizado por ser eficaz 
en el control de plagas, ha sido prohibido en Europa y Estados Unidos, debido a la toxicidad 
del compuesto parental y de sus productos de degradación, sin embargo aún es ampliamente 
empleado en América Latina donde su uso es frecuente en diferentes cultivos, especialmente 
en el cultivo de la papa (Bonner et al., 2005). En Colombia, específicamente en el 
departamento de Boyacá el cultivo de papa Solanum tuberosum es considerado como el 
cultivo con mayor uso de agroquímicos y el primer cultivo con mayor demanda y aplicación 
de plaguicidas (Instituto Nacional de Salud, 2011). Se ha determinado que los plaguicidas de 
mayor uso son los derivados de ácido carbámico entre los que se encuentran el carbaril, 
aplicado extensivamente en la formulación comercial Sevin®, para controlar principalmente 
el Pilme de la papa (Epicauta pilme) y el Bicho bolita (Armadillidium vulgare), causantes de 
grandes pérdidas en este cultivo (Rodríguez, 1996). El carbaril (1-naftil N-metilcarbamato) es 
un plaguicida que inhibe la acción de la enzima acetilcolinesterasa, provocando disfunción del 
sistema reproductivo y endocrino. Por otra parte podrían influir en la proliferación celular de 
muchos procesos cancerosos (Moreno, 2002). Debido a esta problemática, a nivel mundial se 
han formulado diferentes estrategias para disminuir el impacto que tienen los plaguicidas en el 
medio ambiente y la salud humana.  
 
Una de las estrategias que tiene un potencial importante es la biorremediación, la cual se 
fundamenta en la capacidad que tienen algunos organismos vivos para transformar y 
mineralizar compuestos de difícil degradación siendo una herramienta efectiva para mejorar la 
degradación de contaminantes en el medio ambiente (Atrevi et al.,  2002).  
 
A nivel mundial se han aislado y caracterizado bacterias capaces de degradar plaguicidas 
entre ellas la  especie bacteriana reportada como Sphingomonas sp., esté microorganismo 
mostró que además de degradar el plaguicida N-metilcarbamato carbofuran, posee también la 
capacidad para degradar carbaril, Propoxur, Aldicarb, Gentisato y Acido Procatecoico. (Feng 





Estudios realizados en el Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional de Colombia 
(sede Bogotá), permitieron aislar de suelos del municipio de Silos Norte de Santander, 
bacterias con características fisiológicas similares a Sphingomonas sp., estas fueron capaces 
de degradar el plaguicida carbofuran como única fuente de carbono y/o nitrógeno 
respectivamente (Castellanos et al., 2013a).  Estos suelos fueron   cultivados con papa con un 
historial de aplicación de 8 años de plaguicidas, dentro de ellos y como el más representativo 
el carbofuran. Se pudo determinar en este estudio que las cepas caracterizadas morfológica y 
fisiológicamente como Sphingomonas sp., degradaron el carbofuran y su metabolito primario 
7-fenol como fuente de carbono y/o nitrógeno. El objetivo de esta investigación es determinar 
si la cepa S8-M3-13 que tiene la capacidad de degradar carbofuran y 7 fenol es capaz de 
degradar carbaril en condiciones in vitro. 
 




Por definición un plaguicida es una sustancia química orgánica o inorgánica, de origen 
natural o sintético; que se utiliza para combatir, destruir mitigar o repeler: virus, bacterias, 
hongos, nemátodos, ácaros, moluscos, insectos, plantas no deseadas, entre otros: con el fin de 
proteger los cultivos o restringir la trasmisión de enfermedades en humanos (Gilpin, 1996). 
 
Desde el punto de vista de la salud, los plaguicidas son diseñados para eliminar organismos 
obstruyendo mecanismos metabólicos vitales, teniendo en cuenta que las principales rutas 
metabólicas son comunes en la mayoría de los organismos, suponen un riesgo importante 
para la salud actualmente su uso está muy extendido, según la Agencia de Protección 
Ambiental (EPA) actualmente existen más de 865 plaguicidas registrados, cifra que 
tiende a incrementarse por lo que su erradicación o sustitución parece una difícil tarea; más 
aún, se  hace  imposible  pensar que  exista algún ser  humano  que  durante  su vida  no  






1 .2 .  CLASIFICACIÓN DE PLAGUICIDAS 
 
Los plaguicidas se pueden clasificar teniendo en cuenta sus características, entre las que 
encontramos: estructura, biodegradación, bioacumulación y acción (tabla 1). 
 
Tabla 1. Clasificación de los plaguicidas según su composición química 
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1.3. N-METILCARBAMATOS   
 
Los plaguicidas N-metilcarbamatos son derivados del ácido carbámico,entre los N-
metilcarbamatos más utilizados a nivel mundial se encuentran: carbofuran (2,2-dimetil-2,3-
dihidro- 1-benzofuran-7-hidroxi metilcarbamato),carbaril (1-naftil metilcarbamato),aldicarb 
(2-metil-2-(metiltio) propanal O-(N-metilcarbamoil) oxima) (Nogueira et al.,  2003, Naqvi et 
al.,  2009, Dong et al., 2012), fenoxicarb (etil N-(2-(4-fenoxifenoxi)etil) carbamato), 
fenobucarb (2-Butan-2-ilfenil) N-metilcarbamato) (Dong et al., 2012), metomil (Smetil- N-
(metilcarbamoil-oxi)-tioacetimidato), pirimicard (2-dimetilamino-5,6-dimetilpirimidin-4-il) 
dimetilcarbamato), carbosulfan (2,3-dihidro-2,2-dimetilbenzofuran-7-il (dibutilaminotio) 
metilcarbamato), oxamil (N,N-dimetil-2-metilcarbamoil oximino-2-(metilito) acetamida) 
(Nogueira et al., 2003), bendiocarb (2,2-dimetil-1,3 -benzodioxol-4-il-metilcarbamato) y 





1.4.1 CARACTERÍSTICAS FISICOQUÍMICAS 
 
El carbaril (1-naftil N-metilcarbamato) es un plaguicida perteneciente al grupo de los N- 
metilcarbamatos, con fórmula molecular C12H11NO2, es un insecticida de amplio espectro que 
se utiliza para el control de plagas en granos de cereales, legumbres, pasturas, árboles 









Figura 1. Estructura química del Carbaril (1-naftil N-metilcarbamato). 
Fuente: Doddamani y Ninnekar, 2001. 
 
Carbaril se considera como un sólido cuyo peso molecular es de 201.20 g/mol, su punto de 
fusión es de 142ºC y maneja una presión de vapor de 0.041 mPa a 23.5 ºC. Su solubilidad en 
agua es 120 mg/L a 20ºC, es moderadamente soluble en disolventes orgánicos polares como 
la DMF(N,N-dimetilformamida), el dimetilsulfóxido y la acetona, en otros disolventes carece 
de solubilidad como es el caso del hexano y del benceno. 
 
El doctor Lambrech lo sintetiza por primera vez en 1953 y lo introduce como plaguicida 
agrícola en e l  a ñ o  d e  1958, desde entonces es uno de los plaguicidas más utilizados en 
el mundo contra plagas  de  cultivos  de  frutas,  verduras,  cereales,  bosques  de  madera,  
algodón  e  insectos  de animales domésticos y del ganado (Back, 1965; Kaufman, 1967) 
esto hace que el carbaril sea un plaguicida de amplio espectro que se utiliza para el 
control de diversas plagas (IPCS, 1994; Agriculture and Agri-FoodCanada, 1997).  
 
1.4.2 DESTINO AMBIENTAL 
 
1.4.2.1. DEGRADACIÓN ABIÓTICA 
 
El carbaril es el segundo insecticida detectado en aguas superficiales en los Estados Unidos 
(Martin et al., 2003). Condiciones de temperatura, pH, anoxia y alto contenido de materia 





carbaril en el medio acuático (Hanazato y Yasuno, 1989; Lartigues y Garrigues, 1995). En 
aguas con un pH alcalino y a 20 ºC el carbaril se hidroliza rápidamente a 1-naftol, metilamina 
y dióxido de carbono alcanzando una tasa de descomposición del orden del 20 % por día 
(Stewart et al., 1967). En un cuerpo de agua cuyo pH fluctúa entre 7.0 y 7.4, la vida media de 
este plaguicida es de 10.5 días; sin embargo, a pH 8,0 su degradación es de 1.8 días (Aly y El-
Dib; 1971). En condiciones de neutralidad el tiempo de vida media en la columna de agua es 
de 10 días (Howard, 1991). Sin embargo, otro estudio demostró que la vida media de la 
degradación en el agua podría extenderse hasta cuatro años a escalas de pH de 5 (Larkin y 
Day, 1986). 
 
La degradación de los residuos de plaguicidas en el suelo depende en gran parte del 
comportamiento físico-químico del plaguicida, de las propiedades de los pesticidas, de la 
especificidad de los químicos, además del tipo de suelo como carácter fundamental en el 
proceso de degradación. En suelos básicos se ha reportado que el carbaril se hidroliza 
produciendo 1-naftol como el principal producto de su degradación (Moreno, 2002; Durkin y 
King, 2008; Venkateswarlu et al., 1980; Rajagopal et al., 1983; Gunasekara et al., 2008). 
 
Se ha observado que la degradación del carbaril en el suelo podría darse también por 
reacciones de oxidación y fotólisis cuando este se encuentra en la superficie del suelo. (Larkin 
y Day, 1986; Bollag y Liu, 1971; Rajagopal et al., 1984; Ramanand et al., 1988; Sudy et al., 
1972). 
 
Otros estudios realizados con carbaril marcado radiactivamente en diferentes tipos de suelo 
determinaron tasas de mineralización que variaron de 3.0 a 37.4% durante el período de 
incubación de 32 días, sin embargo se evidencia como principal vía de degradación la 
hidrólisis produciendo 1-naftol y metilamina (Kazano et al., 1972). 
 
Estudios realizados por Johnson y Stansbury en el año 1965, encontraron que a tres 
concentraciones diferentes de carbaril, en un suelo franco arenoso, la vida media de este 





(Kazano et al., 1972). No obstante Ahmad y colaboradores en el 2004, investigaron la 
biodisponibilidad y biodegradación de carbaril en un suelo con una larga historia de 
aplicación en Mamoon Kanjan, Pakistán, sus resultados demostraron que el carbaril persiste 
en el suelo sin tener aún un estimativo de porcentaje del mismo. 
 
Por otro lado un experimento de campo a gran escala manejado con un diseño de bloques 
completos al azar, se realizó para estudiar la degradación de carbaril en el suelo,  el suelo se 
trató con diferentes tratamientos basados en suministro de nutrientes, la  degradación se 
observa en dos niveles de suelo después de 7, 14 y 21 días respectivamente encontrando que 
las bacterias del suelo se alimentan de la adición de nutrientes estimulando la biodegradación 
de carbaril considerablemente y que con el transcurrir del tiempo aumenta, a los 21 días se 
registra un nivel alto de degradación oscilando entre 85% y 89%, utilizando una fuente de 
nitrógeno (Naquvi et al., 2011). 
 
1.4.2.2. DEGRADACIÓN BIÓTICA 
 
Varios estudios demuestran  que el  carbaril puede inducir toxicidad en los seres humanos, 
mamíferos, animales y aves por contacto dérmico, así como las vías respiratorias y digestivas, 
actualmente este plaguicida se encuentra clasificado por la EPA como un tóxico por vía oral 
moderada  con Categoría II (Cranmer, 1986). 
 
A nivel del ser humano, sea a comprobado que al entrar en contacto con el carbaril, además 
de inhibir la acetilcolinesterasa, también puede provocar disfunción del sistema reproductivo 
y endocrino. También se ha comprobado que podrían influir en la proliferación celular de 
procesos cancerosos, no obstante, los N-metilcarbamatos no son mutagénicos (Moreno, 
2002). 
 
Este tipo de plaguicida se absorbe por inhalación, ingestión y vía tópica en mamiferos, aves, 
insectos y plantas. En los  mamíferos las principales rutas para su metabolización son la 





conjugaciones que dan lugar a sulfatos, lucorónidos y compuestos mercapturados que llegan a 
ser solubles y que son eliminados en la orina (CASAFE, 1995).  
 
En los animales, los niveles más altos de carbaril y su principal metabolito 1-naftol se 
encuentran en el riñón, sangre, hígado, y cerebro; el producto de oxidación es N-
hidroximetilcarbaril, el cual se  detecta en el cerebro de los animales (Koshlukova y Reed, 
2014),  La DL50 oral aguda es de 108-840 mg/Kg para ratas, ratones, conejos, cobayas, perros, 
gatos y ciervos (Jorsaraei et al., 2014). 
 
Es altamente tóxico para invertebrados marinos y otras especies acuáticas entre las dosis de 
mayor impacto se encuentran: La DL50 para las especies de camarón de 5.7 ppb, la CL50 para 
Daphnia magna que va desde 1.7 hasta 26 ppb, la CL50 aguda para los peces varía 
ampliamente, por ejemplo en escalas de 0.25 a 0.69 ppm para el salmón del Atlántico, la 
trucha de lago (Arcoirs) de 1.2 a 20 ppm (Koshlukova y Reed, 2014). 
 
Numerosos reportes de muertes de aves son documentadas por ingestión directa e indirecta de 
carbaril en los campos con contenidos de aplicación de carbaril, algunos reportes de aves 
registran toxicidad aguda que varía entre especies, la DL50 para el faisán (pato) que es de 707 
mg/kg y de 2500 mg/kg para el pato ánade real. La toxicidad crónica repercute en la 
capacidad reproductiva, incluyendo disminución del número de huevos y fertilidad baja 
(Koshlukova y Reed, 2014). El carbaril es altamente tóxico para las abejas de miel con una 
LD50 aguda de 1 ppb, para la lombriz de tierra (Lumbricus herculeus) es particularmente 
susceptible con un valor CL50 en suelo de 0.5 ppm a 5 horas. Es probable que la mortalidad de 
lombrices pueda producir un incremento de envenenamiento secundario en muchas especies 
(Eisler, 1985). 
 
Se ha comprobado experimentalmente que algunos microorganismos al estar expuestos 
continuamente a este tipo de compuestos,  han  adquirido  la  capacidad  de metabolizarlos  
como  única  fuente  de  carbono  y/o  nitrógeno hasta la mineralización completa, es decir el 





aplicaciones de carbaril en el suelo, pueden resultar en tasas de degradación aceleradas debido 
a procesos microbianos, esto se ha logrado evidenciar con tan solo dos aplicaciones. (Harris et 
al., 1984; Turco y Konopka, 1990; Scow et al., 1990; Felsot et al., 1981; Getzin y Shanks, 
1990). 
 
Ensayos hechos por Parekh y colaboradores en 1994, determinaron que cuando los suelos son 
tratados con cloranfenicol, un antibiótico de amplio espectro, se reduce la tasa de degradación 
de carbofuran y carbaril con respecto a suelos no tratados, lo cual indica que las bacterias en 
el suelo son las principales responsables de la degradación de los plaguicidas (Parkin y 
Shelton, 1994).  
 
La degradación de carbaril  por bacterias fue descrita por primera vez por Bollag y Liu,  
1971; Sudy et al., 1972), quienes reportaron una cepa bacteriana llamada Achromobacter sp. 
A partir de entonces, se han reportado diferentes bacterias que degradan carbaril con la 
utilización del mismo como fuente de carbono y /o nitrógeno para su crecimiento, entre ellas: 
Pseudomonas sp. 12043, Rhodococcus sp. 12038 (Larkin y Day, 1986), Bacillus sp. 
(Rajagopal et al., 1984), Pseudomonas sp. 50552 y 50581 (Chapalamadugu y Chaudhry, 
1991), Blastobacter sp. M501 (Hayatsu y Nagata, 1993) y Arthrobacter sp. RC100 
(Hayatsu et al., 1999), Rhizobium sp., (Hashimoto e t  a l ., 2 0 0 2 ), A g r o b a c t e r i u m  
sp., y Achromobacter s p ., (Karns y Tomasek, 1991), Aminobacter ciceronei nov. ER2 (Topp 
et al., 1993), Sphingomonas sp., CF06 (Ogram et al., 2000).  
  
Se ha reportado ampliamente que la hidrólisis enzimática del enlace metilcarbamato es el 
mecanismo primario de inactivación del carbaril en el ambiente. La hidrólisis del enlace 
carbamato podría ocurrir por cualquiera de las dos vías, por rompimiento del enlace éster (el 
grupo carbonilo del ácido N-metilcarbámico unido al fenol) o por rompimiento del enlace 
amida. En ambos casos tanto con la amidasa o con la esterasa, el producto de la 
hidrólisis es idéntico, dada la inestabilidad del enlace del ácido N-metilcarbamato 
produciendo 1-naftol y metilamina. Se ha comprobado que el metabolito 1-naftol es más 





producen 1-naftol y viven a partir de metilamina como única fuente de carbono y nitrógeno 
(Castellanos y Rache, 2013b) (Figura 2a). 
 
Sin embargo, se han descrito bacterias involucradas en la degradación completa de la 
estructura del anillo aromático del carbaril, que involucran la degradación del metabolito 
intermediario 1-naftol. Sato et al., (1999), reportó dos nuevas cepas bacterianas que degradan 
rápidamente carbaril, estos aislamientos son especies de Arthrobacter que fueron designadas 
como 19B y 19C basados en el contenido de guaninas y citosinas, la composición de ácidos 
grasos, la presencia de menaquinona isopregnenolona y el análisis del gen 16S rRNA, la cepa 
19B degradó completamente 50 mg/L/día de carbaril en medio mínimo de sales minerales, del 
mismo modo, la cepa 19C mostró capacidad de degradación. Análisis  por  cromatografía de 
gases y espectrometría de masas evidenciaron que el principal producto de la degradación de 
carbaril es el metabolito 1-naftol, el cual se transforma en los metabolitos secundarios: 1,4-
naftalenodiona  y 1,4-naftalenodiol, lo que sugiere una misma vía de degradación de carbaril 
por ambas cepas (Figura 2b). 
 
En trabajos en los que se estudiaron los aislamientos de Pseudomonas sp. 12043 y 
Rhodococcus sp. 12038, se demostró que estas bacterias crecían en presencia de carbaril 
utilizándolo como fuente de carbono y nitrógeno. Aunque las tasas de degradación de carbaril 
fueron lentas, ambas cepas utilizaron 1-naftol como única fuente de carbono. Los 
aislamientos bacterianos Pseudomonas sp. 12043 y Rhodococcus sp.  12038, fueron capaces 
de metabolizar 1-naftol produceindo ácido salicílico y ácido gentísico (Larkin y Day, 1986), 
(Figura 2d).   
 
Estudios realizados por Doddamani y Ninnekar en el 2001, aislaron e identificaron una 
especie de Micrococcus sp. a partir de suelos contaminados con carbaril por la técnica de 
cultivo enriquecido en medio mineral Seubert, con carbaril (0.2% p/v) como única fuente de 
carbono y un  pH de 6.8, esta especie fue capaz de utilizar N-metilcarbamatos entre ellos 
carbaril, carbofuran, naftaleno y 1-naftol como única fuente de carbono, además de utilizar 





de carbaril por hidrólisis generando los intermediarios metabólicos 1-naftol y metilamina, el 
1-naftol logra su metabolización a  través de salicilato por una vía gentisato (Figura 2c). 
  
Swetha y Phale (2005), estudiaron tres cepas de Pseudomonas sp. C4, C5, y C6 que utilizaron 
carbaril como fuente de carbono, el objetivo fue determinar la ruta catabólica y su regulación 
en la degradación de carbaril, para ello las cepas aisladas del suelo contaminado con carbaril, 
se cultivaron en un medio mínimo de sales en un agitador rotatorio a 200 rpm, el crecimiento 
bacteriano fue medido por espectrofotometría a 540 nm, para aislar e identificar metabolitos, 
el medio se acidifico a pH 2, los metabolitos se identificaron por comparación de las 
propiedades de fluorescencia, distancia recorrida (RF),  ultravioleta (UV) y fueron 
purificados y evaluados por las técnicas de espectrofotometría de masas y cromatografía de 
gases. Se reporta así que 1-naftol hidroxilasa y 1,2 dihidroxinaftaleno-(1,2-DHN) dioxigenasa 
tienen actividades en los extractos celulares y los patrones de inducción de enzimas clave, 
además se propone a 1,2-dihidro-droxinaftaleno como intermedio metabólico en la 
degradación de carbaril y al 1-naftol hidroxilasa como metabolito presente en las fracciones 
citosólicas, que requiere NADH y FADH, la cual tiene una actividad óptima en el intervalo 
de pH 7.5 a 8.0. Basados en estos resultados, la vía metabólica propuesta para la degradación 
de carbaril es 1-naftol - 1,2-dihidroxinaftaleno - salicilaldehido - salicilato - gentisato – 
maleilpiruvato (Figura 2c), además se encontraron otros reportes que centran su atención en 
el estudio de las rutas metabólicas de degradación del carbaril por aislamientos bacterianos 
(Larkin y Day, 1986; Bollag y Liu, 1971; Rajagopal et al., 1984; Ramanand et al., 1988; 
Sudy et al., 1972), como también la degradación de carbaril descrita por Chapalamadugu y 
Chaudhry,  1991, por un consorcio microabiano de Pseudomonas sp. (Figura 2e), la  
caracterización  de  la  enzima  carbaril  hidrolasa  (Derbyshire  et  al.,  1987; Hayatsu y 
Nagata, 1993; Karns y Tomasek, 1991) y análisis moleculares de los genes responsables de 






Figura 2. Rutas empleadas por los microorganismos para la degradación de Carbaril. a). Ruta propuesta por 
Topp et al., 1993; McDonald et al., 2005 para Aminobacter ciceronei nov. ER2 b). Ruta propuesta por Sato y 
Tsukamoto (1999) para Arthrobacter spp. c).Ruta propuesta por Swetha y Phale (2007) para Pseudomonas sp. 
C4 d).Ruta propuesta por Doddamani y Ninnekar (2000) para Micrococus sp. e). Ruta propuesta por 






Entre  los  microorganismos  aislados  y  caracterizados,  a  nivel  mundial  se encuentra  
Sphingomonas sp., una bacteria que ha  sido  reportada  por su gran capacidad  metabólica 
para degradar compuestos xenobióticos.  
 
 Feng et al., (1997), reportó que la Sphingomonas sp., CF06, además de degradar carbofuran 
puede degradar fenol, metilamina, carbaril, gentisato y ácido Procatecoico, así mismo, 
Novosphingobium sp.  Cepa FND-3 degradadora de carbofuran, presentó degradación cruzada 
con isoprocab, metolcarb y metomil (Yan et al., 2007). De otro lado, también  se  han  
caracterizado  Sphingomonas sp.,  capaces  de  mineralizar  naftaleno,  tolueno,  p-cresol,  
benzoato,  salicilato,  como también  bisfenol (Fredrickson  et  al.,  1995).  Esto indica el alto 
potencial que poseen estas bacterias para descontaminar aguas y suelos contaminados.  
 
La versatilidad metabólica de estos organismos sugiere que han desarrollado mecanismos 
para adaptarse rápidamente y llevar a cabo eficientemente la degradación de nuevos 
compuestos en el ambiente, con respecto a otros géneros bacterianos (Stolz, 2009). Análisis 
comparativos por estudios de hibridización de ADN y comparación de secuencias de genes 
involucrados en vías degradativas, han demostrado que las Sphingomonas generalmente usan 
rutas degradativas similares a otros grupos de microorganismos, pero se desvían de estos por 
la existencia de múltiples oxigenasas y la conservación de grupos de genes específicos 
localizados e n  plásmidos,  los cuales experimentan pronunciados arreglos genéticos y 
únicamente pueden ser diseminados entre Sphingomonas sp. (Stolz, 2009; Huong et al., 2007; 
Jouanneau y Meyer, 2006). 
 
Estudios realizados por Castellanos y colaboradores 2013 aislaron y caracterizaron bacterias 
Sphingomonas sp., degradadoras de carbofuran., vía carbofuran 7-fenol hasta mineralización 
completa, bajo condiciones in vitro en medio mínimo de sales minerales con carbofuran como 








1. 5.  JUSTIFICACIÓN  
 
En Colombia son muy pocos los esfuerzos que se han hecho para estudiar la biorremediación 
de plaguicidas como el carbaril, siendo este plaguicida muy utilizado en el cultivo de papa, los 
estudios que se han realizado en este campo son primordialmente de carácter fitosanitario con 
la finalidad de evaluar el efecto residual de los plaguicidas N-metilcarbamatos y sus 
metabolitos en cultivos alimenticios como papa y fresa en el altiplano Cundiboyacense 
(Castro, 2003; Valencia, 2005).  
 
A pesar de los efectos nocivos para el medio ambiente y la salud, la venta y posterior uso de 
plaguicidas químicos en la agricultura, está en significativo aumento, según cifras establecidas 
por la Rapal, Red de Acción en Plaguicidas y sus Alternativas para América Latina en 1994 se 
superaban los 27 mil millones de dólares, entre 1995 y 1996 superaron los 30 mil millones y 
en 1997 y 1998 pasaron de 31 mil millones de dólares, en 1999 por primera vez en casi 10 
años bajaron a 29,6 mil millones, 4,5% menos que en 1998 (Nivia et al.,2000). 
 
En Colombia, según el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) existen 1251 productos 
registrados con actividad plaguicida, siendo los cultivos con mayor demanda de plaguicidas 
en el país: arroz (21 %), papa (19 %), pastos (14 %), banano (7 %), caña de azúcar (6 %), café 
(5 %), hortalizas (5 %), algodón (4 %), flores (4 %), maíz (4 %), tomate (3 %) y frutales (3 
%), del ámbito departamental no se tiene información sobre volúmenes de plaguicidas 
utilizados. 
 
El  cultivo  de  papa  es  la  principal  actividad  agrícola  de  la  zona  andina Colombiana, es  
desarrollada por cerca de 90.000 familias. En la actualidad se cultivan en Colombia alrededor 
de 156.568 hectáreas, según estadísticas del Fondo para el Financiamiento del sector 
Agropecuario (FINAGRO, 2009). 
 
En el departamento de Boyacá, el cultivo de papa es considerado como el cultivo con mayor 





plaguicidas entre ellos como ejemplo se tiene al carbaril  que  es usado en el cultivo de papa 
para controlar principalmente el Pilme de la papa (Epicauta pilme) y el Bicho bolita 
(Armadillidium vulgare). Según el  Instituto  Colombiano  Agropecuario (ICA), en la mayoría 
de zonas con cultivos de papa, principalmente en Boyacá, se  emplean  inadecuadamente  los  
agroquímicos, debido  a  la  alta  frecuencia  de  aplicación,  sobredosificación,  mezcla  de 
productos  y  condiciones  inadecuadas  de  manipulación,  almacenamiento  y disposición 
final de los mismos (Rodríguez, 1996; Hill et al., 2000). El empleo incontrolado del carbaril 
puede suponer un grave riesgo y efectos negativos como la presencia de residuos y 
metabolitos de este compuesto en el medio ambiente y en los alimentos (Cebrián et al., 1988; 
Ramírez, 2001).  
 
Debido a la utilización inapropiada de los plaguicidas, particularmente su uso en exceso, su 
aplicación en tiempos no apropiados y en cultivos en los que no han sido registrados, hacen de 
estas sustancias un riesgo potencial para la salud humana y para el ambiente en general, 
debido a que se trata de productos tóxicos, que pueden permanecer como residuos en el 
producto final que va al consumidor, y por tanto, reducen su calidad (Guerrero, 2003). La 
presencia de estos residuos depende en gran medida del grado de persistencia de los 
plaguicidas, que es muy diverso; mientras unos se degradan con rapidez, otros son muy 
persistentes y para su disipación, precisan de amplios periodos de tiempo. En muchos casos, 
el suelo y las aguas subterráneas se convierten en reservas ambientales de estos residuos, 
desde los cuales se pueden desplazar, a través de una gran variedad de rutas, a la atmósfera, 
aguas y organismos vivos, donde sufren diferentes procesos de acumulación, degradación y 
disipación (Goodman et al., 1982; Mohammad y Landeros, 2007). 
 
Actualmente, en la búsqueda de soluciones para la descontaminación ambiental han surgido 
metodologías de bajo impacto en el medio ambiente como la biorremediación, donde se 
aprovechan los procesos naturales mediante los cuales bacterias u otros microorganismos 
alteran y convierten moléculas orgánicas en otras sustancias, los compuestos orgánicos son 
inestables y los microorganismos pueden generar la mineralización de un compuesto 





CO2 y CH4 en anaerobiosis y CO2 en aerobiosis, además de H2O y NH3 (Castillo et al., 
2005). 
La biorremediación presenta ventajas sobre otras técnicas alternativas para eliminar 
compuestos contaminantes como son los tratamientos físico-químicos, ya que es un proceso 
natural para destruir contaminantes orgánicos, la relación costo/efectividad es menor 
comparada con otras tecnologías y puede ser ejecutada in situ (Castillo et al., 2005).  
 
Se pueden emplear diversos organismos en los procesos de remediación, sin embargo, los 
mayormente empleados son las bacterias, gracias a su capacidad de metabolizar un amplio 
espectro de compuestos. Actualmente se han reportado diferentes estrategias para degradar 
carbaril y otros N-metilcarbamatos, como el uso de métodos químicos, físicos y 
fotoquímicos; encontrando que a diferencia de  estos  métodos  la  biorremediación  
bacteriana  en  la  mayoría  de  los  casos resulta  más  efectiva,  amigable  con  el  medio  
ambiente  y fácilmente aplicable in situ (Atrevi et al., 2002). La biorremediación suele tener 
menores costos que otros tratamientos, como la incineración, utilizada para remover 
sustancias tóxicas del suelo, otra ventaja es que la biorremediacion tiene como objeto 
degradar y destoxificar contaminantes peligrosos, mientras que otras tecnologías 
simplemente transfieren los contaminantes a una localización diferente (Solbio, 2006).  
 
Según estudios realizados a nivel mundial, gran variedad de bacterias cuentan con la 
maquinaria enzimática necesaria para transformar compuestos xenobióticos, entre ellos los 
plaguicidas, lo cual hace que sea una alternativa factible, no costosa y amigable con el medio 
ambiente (Dua et al., 2002).   
 
A nivel mundial se han aislado y caracterizado bacterias capaces de degradar plaguicidas, 
entre ellas se encuentran microorganismos con alto potencial de degradación de carbamatos, 
se ha reportado Sphingomonas sp.,  y géneros relacionados, debido a que  se  ha  determinado  
que pueden utilizar plaguicidas como única fuente de carbono y/o nitrógeno, degradándolo en 
metabolitos menos tóxicos hasta su mineralización completa, lo cual podría contribuir a 





residualidad (Ogram et al., 2000; Feng et al., 1997). Se ha reportado que Sphingomonas sp, 
además de degradar el plaguicida N-metilcarbamato carbofuran, posee también la capacidad 
para degradar carbaril, propoxur, aldicarb, gentisato y ácido procatecoico (Feng et al., 1997; 
Park et al., 2006; Wu et al., 2004; Wu et al., 2006). 
 
Estudios realizados en el Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional de Colombia, 
permitieron aislar bacterias de suelos del municipio de Silos Norte de Santander, cultivados 
con papa, con historia de aplicación de ocho años de plaguicidas, con características 
fisiológicas similares a Sphingomonas sp., capaces de degradar el plaguicida carbofuran como 
única fuente de carbono y/o nitrógeno respectivamente (Castellanos et al., 2013a). El objetivo 
de este trabajo es determinar la degradación de carbaril por la cepa Sphingomonas sp., S8-




1.6.1. OBJETIVO GENERAL 
 
Determinar la biodegradación del plaguicida N-metilcarbamato carbaril, por la bacteria 
Sphingobium sp. S8-M3-13 en condiciones in vitro. 
 
1.6.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
 
 Determinar el crecimiento del aislamiento bacteriano S8-M3-13, en medio mínimo de 
sales con carbaril como única fuente de carbono y nitrógeno (MMSM-carbaril). 
 Identificar el aislamiento bacteriano S8-M3-13 mediante análisis y amplificación de la 
secuencia del ADNr 16S. 
 Estandarizar las técnicas analíticas para la biodegradación de carbaril por el aislamiento 





 Realizar la cinética de biodegradación de carbaril por Sphingobium sp., S8-M3-13 en 
condiciones in vitro.   
 
CAPITULO 2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Carbaril (pureza, 98%) se adquirió de Aldrich (Milwaukee, WI). Los disolventes utilizados en 
este estudio fueron grado HPLC y se adquirieron de Scharlau (Barcelona, España). Todos los 
demás productos químicos fueron de grado analítico y disponible comercialmente.  
 
2.1. CULTIVO DE LA BACTERIA 
 
Se utilizó la cepa bacteriana S8-M3-13, la cual fue aislada de suelos cultivados con papa con 
historia de aplicación de plaguicidas de 8 años (Castellanos et al., 2013a). La cepa bacteriana 
criopreservada en medio Gherna y mantenida a -20°C, fue recuperada realizando siembras por 
aislamiento en placas con agar medio mínimo de sales minerales con carbaril como única 
fuente de carbono y nitrógeno (agar MMS-carbaril) después de que fueran incubadas a 25°C 
durante 72 h. 
 
Las placas de agar MMS-carbaril, fueron preparadas según Kim y colaboradores en el 2004, 





2H2O, 0.02; 10 mL de la solución de elementos trazas que contiene 20 mg de 
Na2MoO4
.
2H2O, 50 mg de H2BO3, 30 mg de ZnCl2, 10 mg de CuCl2, y 20 mg de FeCl3 por 
litro. Posteriormente se ajustó el pH a 7,2, se agregó 15 g/L de agar-agar y se autoclavó a 
121ºC, a 15 libras de presión por 15 minutos. Se dejó enfriar a 55ºC y se agregó 100 mg/L de 
carbaril disuelto en dimetilsulfóxido (DMSO, 1 mL por litro) homogenizando el medio de 
cultivo. Por último se sirvió el medio en cajas de petri estériles. 
 
Para comprobar el crecimiento de la bacteria a partir del metabolito intermediario 1-naftol, se 
sembró la bacteria por aislamiento en agar MMS-1-naftol, el cual se preparó con las sales 





fuente de nitrógeno y 100 mg/L de 1-naftol como única fuente de carbono. Las placas de Petri 
sembradas con la bacteria, se incubaron a 25°C durante 15 días. 
 
Como control del crecimiento microbiano a partir de carbaril como única fuente de carbono y 
nitrógeno y de 1-naftol como única fuente de carbono, se cultivó la bacteria en agar medio 
mínimo de sales minerales con DMSO como única fuente de carbono y en medio mínimo de 
sales minerales sin carbaril y sin 1-naftol, respectivamente. 
 
2.2. IDENTIFICACIÓN DE LA BACTERIA  
 
La identificación bacteriana se llevó a cabo mediante amplificación y análisis de la secuencia 
del ADNr 16S. Para el análisis de la secuencia, las células fueron cultivadas en agar nutritivo 
a 25°C durante 24 h. Se recuperó la biomasa bacteriana y se realizó la extracción de ADN 
total, utilizando el kit de extracción Wizard® Genomic DNA purification Kit de Promega 
EE.UU, catálogo No. A1125, siguiendo las instrucciones del fabricante. Todas las 
extracciones se visualizaron mediante tinción con bromuro de etidio, empleando un 
transiluminador de luz ultravioleta y electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1.0%. Se 
comprobó la pureza del ADN mediante la relación de absorbancia de 260/280 nm, utilizando 
un espectrofotómetro UV visible marca Genesys. Posteriormente, un fragmento de 1465 pb 
del gen ribosomal 16S, se amplificó por reacción en cadena de la polimerasa (PCR), usando 
los primers universales 27F (5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) y 1492R (5’-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT).  
 
Luego se realizó limpieza manual de cada una de las secuencias de los fragmentos obtenidos, 
la secuenciación se llevó a cabo por un secuenciador automatizado modelo ABI3700 y se 
realizó con los paquetes de software DDBJ. El análisis taxonómico de la secuencia del ADNr 
16S se realizó mediante la comparación con otras secuencias ADNr 16S disponibles en las 
bases de datos del GenBank NCBI (National Center for Biotechnology Information) y RDP 
(Ribosomal Database Project) utilizando el programa CLUSTALX 1.8.3. El análisis 





mediante el modelo de dos parámetros de Kimura y construyendo el árbol de distancias por el 
método de Neighbor-Joining con un bootstrap de 10.000 iteraciones. 
 
 
2.3. METODO ESPECTOFOTOMÉTRICO 
 
La concentración de carbaril fue determinada por el método espectofotométrico descrito por 
Rangaswamy et al., 1976 y Zhelev et al., 2004 para carbofuran, pero modificado para 
carbaril. El método se fundamenta en la interacción del metabolito 1-naftol producido por la 
hidrólisis alcalina de carbaril con anilina diazotizada produciendo un colorante azoico o 
azocompuesto (Figura 3). 
 
Figura 3. Reacción de diazotización para carbaril.  Fuente: autores 
  
En primera instancia se preparó una solución stock de 250 mg/L del plaguicida en metanol, 
como también soluciones de anilina al 0.005 % en HCl 0.1 N, NaNO2 al 5% y de KOH al 0.5 
N en agua destilada. Luego en frascos ambar de aproximadamente 10 mL se realizó la 
reacción de diazotización mezclando 1 mL de anilina, 0.5 mL de NaNO2, 1 mL de solución 
stock de carbaril, se agitó vigorosamente y se agregó 1 mL de KOH a cada frasco, se dejo 
reposar por 30 minutos a temperatura ambiente, pasado este tiempo, se aforó a 5 mL con 
metanol y posteriormente se realizó un barrido en el espectrofotómetro HACH DR 4000 con 






Luego de determinar la longitud de onda a la cual más absorbe, se evaluaron algunos de los 
parámetros básicos de una validación como linealidad, precisión, exactitud, límite de 
detección, límite de cuantificación y rango. 
  
La linealidad fue establecida realizando una curva de calibración a partir de disoluciones 
acuosas del stock de 250 mg/L del plaguicida en metanol, a los niveles de concentración de 
0.5, 1.0, 5, 10, 20, 30, 40, 60, 80 y 100 mg/L de carbaril, por triplicado. Posteriormente en 
frascos ambar de aproximadamente 10 mL de capacidad, se realizaron las reacciones de 
diazotización como se describió anteriormente (1 mL de anilina, 0.5 mL de NaNO2, 1 mL de 
cada solución estándar de carbaril), se agitó vigorosamente y se agregó 1 mL de KOH a cada 
frasco, se dejó reposar por 30 minutos a temperatura ambiente.  
 
Pasado este tiempo, se aforó a 5 mL con metanol y posteriormente se midió la absorbancia a 
la longitud de onda determinada (490 nm), contra un blanco que consistio en la mezcla de los 
anteriores reactivos, pero reemplazando solución estándar de carbaril por 1 mL de metanol 
grado analítico, según especificación de la técnica.  
 
La linealidad fue determinada mediante análisis de regresión simple con un nivel de confianza 
del 95% graficando las concentraciones de carbaril vs las absorbancias obtenidas utilizando el 
programa Microsoft Excel 2010. También se realizó un ANOVA a una vía utilizando el 
programa SPSS v 1.8, con el objetivo de encontrar relación de dependencia entre variables. 
  
Para la precisión del método, se evalúo por la repetitividad  y la  precisión intermedia, en el 
caso de repetitividad, el estudio se realizó por quintuplicado para cada muestra a una 
concentración de 1, 5, 30 y 60 mg/L de carbaril, esta valoración al igual que las diluciones se 
prepararon y analizaron por un mismo analista, el mismo día, en el caso de la precisión 
intermedia, el estudio se realizó por quintuplicado para cada muestra a una concentración de 
1, 5, 30 y 60 mg/L de carbaril, la valoración y las diluciones, se prepararon por 3 analistas, en 






La exactitud del método se determinó mediante el porcentaje de recuperación de carbaril. Para 
ello se prepararon tubos con medio de cultivo mínimo de sales minerales (MMS), con y sin 
bacteria y se fortificó con carbaril a un nivel de concentración (10, 50 y 100 mg/L) por 
triplicado. Se realizaron extracciones líquido-líquido de cada muestra con cloroformo seis 
veces. El cloroformo fue evaporado a temperatura ambiente y el exceso de agua fue eliminado 
y secado en un desecador que contiene silica gel, los residuos posteriormente fueron disueltos 
en metanol. El porcentaje de recuperación de carbaril del medio de cultivo fue determinado 
dentro de la curva de calibración. 
 
Se determinó el límite de detección (LDD) mediante la comparación de diez mediciones de 
muestras con niveles de baja concentración del analito (0.5, 1, 5.0 mg/L)   y tomando como 
referente un blanco. De igual manera se determinó el límite de cuantificación (LDC) mediante 
la comparación de tres mediciones de muestras con niveles de baja concentración del analito 
(0.5, 1, 5.0 mg/L)  y tomando como referente un blanco. Tanto para el límite LDD como el 
LDC se determinó la concentración promedio para cada una de las concentraciones y el 
coeficiente de variación. 
 
2.3.1 BIODEGRADACIÓN DE CARBARIL POR EL MÉTODO 
ESPECTROFOTOMÉTRICO 
 
La biodegradación de carbaril y el crecimiento celular bacteriano, fueron examinados 
simultáneamente en los mismos frascos de cultivo, para la biodegradación de carbaril, una 
colonia de la bacteria crecida en MMS-carbaril fue sembrada de forma masiva sobre placas 
de Petri con agar nutritivo, las cuales fueron incubadas a 25°C durante 24 h. La biomasa 
bacteriana fue recuperada en tubos ependorff, centrifugada a 5000 r.p.m durante 2 minutos a 
temperatura ambiente y lavada dos veces con MMS-carbaril, se ajustó la biomasa a una 
densidad óptica (OD) de 1.2 a 600 nm (A600) y posteriormente se inoculó 1 mL en matraces 
que contienen 100 mL de MMS-carbaril como única fuente de carbono y nitrógeno (Kim et 
al., 2004). Luego los cultivos se incubaron en un agitador rotatorio a 25°C y 150 rpm en 





sin inóculo bacteriano. Para determinar la degradación de carbaril, se tomaron alícuotas de 1 
mL periódicamente de los matraces de cultivo que contienen células y MMS-carbaril, a las 
cuales se les realizó la extracción del plaguicida utilizando cloroformo volumen-volumen seis 
veces, los extractos orgánicos obtenidos anteriormente se recolectaron y evaporaron 
utilizando un shaker temperado a 25°C y 150 rpm en oscuridad, posteriomente se realizó la 
reacción de diazotización descrita anteriomente en  el método espectrofotométrico.  
  
2.4. METODO CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCIÓN (HPLC-UV) 
 
El análisis de carbaril y del principal metabolito de su degradación se realizó mediante la 
técnica HPLC-UV, se utilizó un cromatógrafo Perkin Elmer, instrumento equipado con una 
interface (Perkin Elmer, Serie 600, Serial Núm. 600 M00091359) una bomba binaria (Perkin 
Elmer, Serie 200, Serial Núm. 291N1042102, Part Núm. N2910101) un automuestreador para 
100 viales con control de temperatura (Perkin Elmer, Serie 200, Serial Núm. 293N1022005) 
un desgasificador (Perkin Elmer, Serie 200) un detector UV/VIS (Perkin Elmer, Serie 200, 
Serial Núm. 292N1042003, Part Núm. N2920010) también se utilizó una columna C18: 25 
cm x 4.6 mm d.i 5 µm.  
 
Se establecieron las condiciones óptimas para la separación y determinación de carbaril y 1-
naftol simultáneamente de acuerdo a las condiciones descritas en la literatura (Kim et al., 
2004). En primera instancia, se preparó una solución estándar de carbaril y de 1-naftol a 250 
mg/L, posteriormente se realizó un barrido para determinar la longitud de onda de máxima 
absorción para carbaril y 1-naftol respectivamente en un espectrofotómetro HACH DR 5000. 
Luego, se evaluó la fase móvil con diferentes eluciones isocráticas donde se realizaron 
ensayos de diferentes  proporciones utilizando los solventes metanol, agua y acetonitrilo 
50:50, 70:30, 60:40 y 55:45 respectivamente  y a la vez con diferentes flujos 0.5, 1.0, 1.2, 1.5 
mL/minuto, se inyectaron 10 µL de muestra, con detección UV a la longitud de onda 
determinada anteriomente. Posteriormente, se observó la separación de las señales, el área, la 





de 30 minutos, logrando comprobar los tiempos de retención tanto para carbaril como para 1-
naftol. 
 
Posteriomente se realizaron las curvas de calibración para determinar simultáneamente 
carbaril y 1-naftol. Para ello se prepararon concentraciones estándar de carbaril y 1-naftol a 
partir de soluciones estandar de 250 mg/L en metanol en diferentes proporciones como se 
describe en la tabla 2. 
 




ESTÁNDAR CARBARIL (mg/L) 1-NAFTOL (mg/L) 
1 99 1 
 2 95 5 
 3 90 10 
 4 80 20 
 5 50 50 
 6 20 80 
                 7 10 90 
 8 5 95 
 9 1 99 
Fuente: Autores 
 
Luego de realizar las curvas de calibración, se determinó el porcentaje de recuperación de 
carbaril y de 1-naftol. Para ello se prepararon tubos con medio de cultivo mínimo de sales 
minerales (MMS), con y sin bacteria y se fortificó con carbaril a un nivel de concentración 
(10, 50 y 100 mg/L) por triplicado. El carbaril fue extraído de cada muestra con cloroformo 
volumen: volumen V/V, 6 veces. El cloroformo fue evaporado a temperatura ambiente y las 
muestras fueron secadas en un desecador que contiene silica gel, los residuos posteriormente 
fueron disueltos en metanol, el porcentaje de recuperación de carbaril del medio de cultivo fue 









2.4.1 BIODEGRADACIÓN DE CARBARIL POR CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DE 
ALTA PRESIÓN (HPLC-UV)  
 
La biodegradación de carbaril y el crecimiento celular bacteriano fueron examinados 
simultáneamente. Para determinar la biodegradación de carbaril, una colonia de la bacteria 
crecida en MMS-carbaril fue sembrada de forma masiva sobre placas de Petri con agar 
nutritivo, las cuales fueron incubadas a 25°C durante 24 h. La biomasa bacteriana fue 
recuperada en tubos falcon, centrifugada a 5000 r.p.m durante 5 minutos a temperatura 
ambiente y lavada dos veces con MMS-carbaril, se ajustó la biomasa a una densidad óptica 
(OD) de 1.2 a 600 nm (A600) y posteriormente se inocularon 100 µL en tubos Falcon con 10 
mL de MMS-carbaril como única fuente de carbono y nitrógeno. También se prepararon 
controles, los cuales consistieron en MMS-carbaril, sin inóculo bacteriano. Los tubos se 
incubaron en un Shaker temperado a 25°C y 200 rpm en oscuridad.  
 
Para determinar el crecimiento celular a partir de carbaril como única fuente de carbono y 
nitrógeno, se tomaron alícuotas periodicamente de 100 µL de tubos con MMS-carbaril 
inoculados con y sin bacteria (control). A cada alícuota se les realizaron diluciones seriadas 
en base 10. De cada dilución se extendieron 100 µL sobre placas de Petri con agar MMS-
carbaril, las cuales fueron posteriormente incubadas a 25°C durante 15 días. Pasado el tiempo 
de incubación, se realizó el recuento de células viables UFC/mL de acuerdo con Madigan y 
colaboradores, 2002. 
 
Para determinar la degradación de carbaril, se tomaron periódicamente tres tubos con MMS-
carbaril inoculados con bacteria y tres tubos control (MMS-carbaril sin bacteria). A estos 
tubos se les realizó la extracción del plaguicida utilizando cloroformo volumen-volumen 





evaporaron a temperatura ambiente. El residuo se disolvió en metanol, y una alícuota del 
residuo, con un tamaño de muestra de 10 µL se inyectó en el cromatógrafo líquido de alta 
resolución (HPLC). La concentración de carbaril y de 1-naftol fue determinada dentro de la 
curva de calibración. 
 
2.4.2 BIODEGRADACIÓN DE 1-NAFTOL POR CROMATOGRAFÍA LIQUIDA DE 
ALTA PRESION (HPLC-UV) 
 
La biodegradación y el crecimiento celular bacteriano a partir de 1-naftol como única fuente 
de carbono, fueron examinados simultáneamente. Para determinar la biodegradación de 1-
naftol, una colonia de la bacteria en agar nutritivo, fue sembrada en tubos Falcon con caldo 
BHI (caldo infusión cerebro-corazón). Los tubos fueron incubados a 25°C durante 24 h 
(cultivo overnight). La biomasa bacteriana fue recuperada por centrifugación a 5000 r.p.m 
durante 5 minutos a temperatura ambiente y lavada dos veces con MMS-1-naftol, se ajustó la 
biomasa a una densidad óptica (OD) de 1.2 a 600 nm (A600) y posteriormente se inocularon 
100 µL en tubos Falcon con 10 mL de MMS-1-naftol. También se prepararon controles, los 
cuales consistieron en MMS-1-naftol sin inóculo bacteriano. Los tubos se incubaron en un 
Shaker temperado a 25°C y 200 rpm en oscuridad. 
  
Para determinar el crecimiento celular a partir de 1-naftol como única fuente de carbono, se 
tomaron alícuotas periódicamente de 100 µL de los tubos con MMS-1-naftol inoculados con y 
sin bacteria. A cada alícuota se les realizaron diluciones seriadas en base 10. De cada dilución 
se extendieron 100 µL sobre placas de Petri con agar MMS-1-naftol, las cuales fueron 
posteriormente incubadas a 25°C durante 8 días. Pasado el tiempo de incubación, se contaron 
las colonias que aparecieron sobre las placas de Petri y se realizó el recuento de células 
viables UFC/mL de acuerdo con Madigan   y colaboradores 2002. 
  
Para determinar la degradación de 1-naftol, se tomaron periódicamente tres tubos con MMS-
1-naftol inoculados con bacteria y tres tubos control (MMS-1-naftol sin bacteria) a los cuales 





Los extractos orgánicos obtenidos anteriormente, se recolectaron y evaporaron utilizando un 
shaker temperado a 25°C y 150 rpm en oscuridad. El residuo se disolvió en metanol y una 
alícuota del residuo, con un tamaño de muestra de 10 µL se inyectó en el cromatógrafo 
líquido de alta resolución (HPLC), las concentraciones de 1-naftol fueron determinadas 
mediante la curva de calibración. 
CAPITULO 3.   RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
3.1. CULTIVO DE LA BACTERIA 
  
El crecimiento del aislamiento S8-M3-13 en las placas de Petri con agar MMS-carbaril, fue 
evidenciado sobre agar MMS-carbaril, por la aparición de colonias color amarillo, pequeñas, 
redondas, definidas, las cuales aparecieron después del proceso de incubación de las cajas de 
Petri  a 25ºC durante 8 días, no se presentaron pigmentos, por otro lado, no se presentó 
crecimiento en las cajas con agar medio mínimo de sales minerales con DMSO 
(dimetilsulfoxido), lo cual indica la incapacidad de la bacteria para utilizar el DMSO como 
fuente de carbono, en medio mínimo de sales sin carbaril la bacteria tampoco creció 
indicando que el crecimiento bacteriano se presenta por la utilización de carbaril como única 
fuente de carbono y nitrógeno, al observar las células al microscopio  se identifican bacilos 
cortos irregulares Gram negativos los cuáles forman rosetas en medios complejos, en medio 
selectivo, forman agregados similares a hifas, oxidasa β-D- galactosidasa negativa y catalasa 
positiva.   
 
3.2. IDENTIFICACIÓN DE LA BACTERIA  
 
El análisis taxonómico de la cepa S8-M3-13, indica que la secuencia problema ensamblada 
de 1422 pb, tiene un 99% de identidad en el 100% de su longitud, con una secuencia 
perteneciente a la especie Sphingobium aromaticiconvertens (AM181012), la cual se 
caracteriza por degradar 3-chlorodibenzofuran como única fuente de carbono y energía, 
también existe similitud con otras secuencias del género Sphingomonas degradoras de 





Sphingomonas sp., SB5, 93% de similaridad a Novosphingobium sp., y 94% de identidad a 
Sphingomonas sp., CF06, por su parte, el clasificador del Proyecto de Base de Datos del 
Ribosoma (RDP), pudo determinar que se trata de una secuencia del género Sphingobium 
con un 100% de confiabilidad. El árbol de distancias construido por el método de Neighbor-
Joining con un bootstrap de 10.000 iteraciones, agrupó a la secuencia problema en el clado 
más interno con una secuencia perteneciente a Sphingomonas sp., con un soporte de ramas 
del 69%. La secuencia problema pertenece a su vez a un clado más grande en donde se 
encuentran secuencias pertenecientes a los géneros Sphingomonas, Sphingobium y otras 
secuencias a las cuales no se les ha determinado clasificación taxonómica en bases de datos. 
Este clado tiene un soporte de ramas del 100% (Figura 4).  
 
Figura 4. Análisis filogenético del aislamiento S8-M3-13 y de especies relacionadas construido a partir de los 50 





(%) se indican en los nodos, las barras de escala representan los valores de sustitución/sitio de 0.0060. En 
negrita, el nodo correspondiente a la secuencia problema. Fuente: Autores 
 
De acuerdo a la base de datos, bacterio.net (www.bacterio.net/s/sphingomonas.html) el 
género Sphingobium junto con los géneros Novosphingobium, Sphingopyxis y la especie 
Blastomonas ursicola deben ser tratados como especie del género Sphingomonas. De acuerdo 
a todo lo anterior, la secuencia problema pertenece a una especie del género Sphingomonas. 
Lo cual coincide con los resultados de la caracterización macrooscópica, microscópica y 
bioquímica realizada por Castellanos et al., 2013a, en donde las cepas aisladas del suelo con 
ocho años de aplicación de plaguicida (Carbofuran) fueron caracterizadas como 
Sphingomonas sp. Con respecto a la identificación de la especie estudios realizados por Sato 
et al., (1999), quien reportó dos nuevas cepas bacterianas que degradan rápidamente carbaril, 
fueron caracterizadas por su contenido de guaninas y citosinas (G+C), la composición de 
ácidos grasos, la presencia de menaquinona isopregnenolona y el análisis del gen 16S rRNA, 
Por lo tanto se considera importante realizar los anteriores análisis para confirmar que se trata 
de una nueva especie que conllevaría al estudio y caracterización de la nueva especie, para 
poder utilizarla en diversidad de procesos investigativos.  
     
3.3. MÉTODO ESPECTROFOTOMÉTRICO 
 
Al realizar reacción de diazotización con la solución stock de carbaril cuya concentración es 
de 250 mg/L se produjo un color anaranjado. Al realizar el barrido de la longitud en el 
espectrofotometro, se determinó que la mayor absorbancia del compuesto anaranjado es de 
490 nm.  
 
Con respecto a la linealidad, los coeficientes de correlación obtenidos fueron muy cercanos a 
la unidad prevaleciendo una correlación positiva, indicando una relación directa de 
dependencia entre las 2 variables, a medida que aumenta la concentración, aumenta la 
absorbancia. El criterio de aceptación para este método analítico es un coeficiente de 





presentó linealidad entre las concentraciones de 5 a 100 mg/L con un R
2
 de 0.983, como lo 
demuestra figura 5. 
 
 
Figura 5. Curva de calibración obtenida para la determinación de carbaril mediante la técnica 
espectrofotométrica. Fuente: Autores 
 
Para la precisión del método, se evalúo por medio de la repetitividad y precisión intermedia. 
En el caso de repetitividad, el estudio se realizó por quintuplicado para cada muestra a una 
concentración de 1, 5, 30 y 60 mg/L de carbaril. Esta valoración al igual que las diluciones se 
preparó y analizó por un mismo analista, el mismo día. Los ensayos realizados nos 
permitieron obtener coeficientes de variación (CV) para las concentraciones 5, 30, y 60 mg/L 
de carbaril menores al 5%, por lo tanto son aceptables para este tipo de método, no obstante 
para las concentraciones de 1 mg/L se obtuvo un CV de 37.09, lo cual indica que para esta 
concentración no hay repetibilidad (tabla 3).  
 















1 0.11 4.08 1.51 37.09 
y = 0,0246x 




























5 0.11 5 0.04 3.46 
30 0.67 27.0 0.66 2.48 
60 1.45 58.9 2.30 3.92 
DS= Desviación Estandar, CV= coeficiente de Variación. Fuente: Autores. 
En el caso de la precisión interdia, el estudio se realizó por triplicado para cada muestra a una 
concentración de 1, 5, 30 y 60 mg/L. La valoración y las diluciones, se prepararon por tres 
analistas, en tres días diferentes. Con respecto a la precisión se obtuvo una variabilidad entre 
analistas por debajo del 5 % del total para las concentraciones de 5, 30 y 60 mg/L, lo cual es 
aceptable para este tipo de método (tabla 4). 
 















1 0.10 4.42 0.54 12.26 
5 0.12 5.15 0.17 3.46 
30 0.65 26.64 0.60 2.26 
60 1.32 53.78 2.8 5.0 
DS= Desviación Estandar, CV= coeficiente de Variación. Fuente: Autores 
 
Para la exactitud se obtuvo un porcentaje de recuperación con valores entre 100.9% y 88.61% 
con una variabilidad entre 0.06 y 2.75 como lo describe la tabla 5. 
                                    Tabla 5. Ensayo de recuperación de carbaril con Cloroformo 
Cantidad de carbaril agregado 
(mg/L) 


















Con respecto al límite de detección y cuantificación se determinó que se puede cuantificar con 
precisión y exactitud 5 mg/L, la mínima cantidad del analito que se puede detectar es de 0.5 
mg/L. Se puede concluir que la técnica puede ser utilizada para cuantificar con precisión y 
exactitud carbaril en un rango de concentración entre 5 y 60 mg/L. 
 
3.3.1.  BIODEGRADACIÓN DE CARBARIL POR EL MÉTODO 
ESPECTROFOTOMÉTRICO    
 
La biodegradación del plaguicida fue evaluada con base al recuento en placa de células 
viables (logaritmo UFC/mL) y su concentración (mg/L) en un medio mínimo líquido de sales 
minerales con carbaril como única fuente de carbono y nitrógeno (MMS-carbaril). La 
concentración de carbaril fue medida mediante espectrofotometría, utilizando la curva de 
calibración por interpolación de los valores de concentración del analito obtendidas en cada 
una de las muestras. En la figura 6 se aprecia que la concentración de carbaril permanece 
constante, es decir, que no hay degradación de carbaril en un tiempo de incubación de 96 h. 
No obstante, se observa crecimiento bacteriano apartir de carbaril como única fuente de 
carbono y nitrógeno, aunque su crecimiento no es significativo en el tiempo. De acuerdo a lo 
obtenido en este ensayo, podríamos decir que la biodegradación de carbaril es muy lenta, por 












































Figura 6. Biodegradación de carbaril utilizando el método espectrofotométrico ( ) y crecimiento microbiano de 
Sphingobium sp. S8-M3-13 basado en logaritmo de UFC/mL ( ). Los datos son el resultado del promedio de 
tres mediciones. Las barras verticales indican la ± DS de tres réplicas. Fuente: Autores 
 
El experimento se repitió 3 veces prolongando los tiempos de incubación hasta 8 días 
obtendiendo los mismos resultados, dentro de la realización del procedimiento, observamos 
que antes de agregar KOH al 0.5 N, para llevar a cabo la reacción de diazotización, se 
identificó coloración en la reacción, lo que indicó que el carbaril se hidrolizó hasta 1-naftol, 
no por el KOH agregado a la reacción, sino por la hidrólisis espontánea en el medio mínimo 
líquido de sales minerales. Esta reacción fue ligeramente mayor en tubos Falcon con bacteria 
que con respecto al control (sin bacteria), el carbaril se degrada fácilmente claro ejemplo y 
según la literatura se reporta que en aguas con un pH alcalino y a temperaturas de 20ºC, el 
carbaril se hidroliza rápidamente a 1-naftol, metilamina y dióxido de carbono, alcanzando una 
tasa de descomposición del orden del 20% por día (Stewart et al., 1967). En un cuerpo de 
agua cuyo pH fluctúa entre 7.0 y 7.4, la vida media de este plaguicida es de 10.5 días; sin 
embargo, a pH 8.0 su degradación es de 1.8 días (Aly y El-Dib; 1971).  Por lo tanto es 
recomendable ampliar los tiempos de degradación, realizar el experimento en condiciones de 
oscuridad para evitar fotólisis, comprobar el pH del medio del cultivo durante el experimento 
para evitar hidrólisis alcalina y procesar las muestras lo más rápido posible. 
 
El experimento también nos permitió concluir que es necesario comprobar la degradación de 
1-naftol por parte de la bacteria, porque hay varios estudios que reportan bacterias que 
hidrolizan carbaril a 1-naftol, acumulando este metabolito y creciendo a partir de metilamina 
como única fuente de carbono y nitrógeno (Chauldry et al., 2004; Topp et al., 1993). Es 
posible que la bacteria Sphigobium sp., S8-M3-13, presente ese tipo de comportamiento, 
hidrolice el carbaril a 1-naftol y utilice la metilamina como única fuente de carbono y 
nitrógeno, sin degradar el 1-naftol, lo que podría explicar el crecimiento microbiano en el 










3.4. METODO CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCIÓN (HPLC-UV) 
 
Dado que el método Espectrofotométrico no nos permitió determinar la biodegradación de 
carbaril, se decidió estandarizar un método cromatográfico que nos permitiera determinar la 
biodegradación de carbaril y de 1-naftol. 
 
Se determinó que la longitud de onda para carbaril y 1-naftol es de 227 nm. La fase móvil 
consistió en metanol (solvente A) y agua grado HPLC (solvente B), en relación 5 5 : 4 5  
respectivamente, temperatura ambiente, un flujo de 1.2 mL/minuto y un tiempo de corrida de 
7 minutos. Bajo estas condiciones, carbaril registró un tiempo de retención de 2.47 mientras 
que 1-naftol registró un tiempo de retención de 3.49 como lo demuestra la figura 7, en la cual 
se evidencia la separación de las señales y una buena resolución. 
 





de cultivo fueron extraídos con cloroformo como se describe en la sección de materiales y métodos. Los 
extractos resultantes fueron disueltos en metanol. Fuente: Autores  
 
 
Con respecto a la linealidad, los coeficientes de correlación obtenidos fueron muy cercanos a 
la unidad prevaleciendo una correlación positiva, indicando una relación directa de 
dependencia entre las dos variables, a medida que aumenta la concentración, aumenta la 
absorbancia. El criterio de aceptación para este método analítico es un coeficiente de 
correlación de  0.95, por tanto los datos se consideran aceptables. Se presentó linealidad entre 
las concentraciones de 0.5 a 100 mg/L con un R
2
 de 0.983 para carbaril y para 1-naftol 
respectivamente, indicando que el método puede ser utilizado para detectar carbaril entre este 
rango de concentraciones como lo demuestra figura 8. 
  
 
Figura 8. Curva de calibración obtenida para la determinación simultanea de carbaril y 1-naftol mediante 
cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC-UV). Fuente: Autores 
 
Para la exactitud se obtuvo un porcentaje de recuperación que osciló entre el 85.5% y 98.48 
%. Se considera que el   porcentaje  de recuperación es bueno utilizando este método de 
cuantificación (Tabla 6). 
 
y = 23907x 
R² = 0.983 
y = 45167x 




















Tabla 6. Ensayo de recuperación de 1-naftol con cloroformo 
Cantidad de carbaril agregado (mg/L) Promedio de carbaril recuperado 
(mg/L) 
%  de Recuperación 
200 165.085±1 85.50 






Con base a la experiencia obtendida en los experimentos anteriores, se optimizaron las 
condiciones. Se ampliaron los tiempos de incubación, se verificó el pH en el medio de cultivo, 
se controló la incidencia de luz y la temperatura y se procesaron las muestras en el menor 
tiempo posible. 
 
3.4.1.  BIODEGRADACIÓN DE CARBARIL POR EL MÉTODO 
CROMATOGRÁFICO (HPLC-UV) 
    
La utilización de carbaril fue examinada en base al crecimiento bacteriano (Logarítmo  
UFC/mL)  y concentración de carbaril (mg/L) en medio mínimo de sales minerales que 
contiene carbaril como única fuente de carbono y nitrógeno (MMS-carbaril). La 
concentración de plaguicia fue medida mediante HPLC-UV, utilizando la curva de calibración 
(figura 6), por interpolación de los valores de concentración del analito en cada una de las 
muestras, realizándolo por triplicado, a partir de las áreas reportadas por el equipo.  
 
El crecimiento de Sphingobium sp., S8-M3-13 fue lento, la bacteria alcanzó su máximo 
crecimiento a los cinco días de incubación, posteriormente se mantuvo y disminuyó 
lentamente, similar a lo observado en el experimento anterior, donde se utilizó el método 





respecto al experimento anterior. Este crecimiento bacteriano fue acompañado con la 
desaparición de carbaril, el cual fue degradado completamente después de 8 días a 1-naftol y 
metilamina.Sin embargo, se observó que el metabolito 1-naftol no es degradado por la 
bacteria (figura 9). 
 
 
Figura 9. Biodegradación de carbaril ( ) y 1-naftol ( ) utilizando HPLC-UV y crecimiento microbiano 
basado en logaritmo de UFC/mL ( ). Los datos son el resultado del promedio de tres mediciones. Las barras 
verticales indican la ± DS de tres réplicas. 
 
 
3.4.2. BIODEGRADACIÓN DE 1-NAFTOL POR EL MÉTODO 
CROMATOGRÁFICO (HPLC-UV) 
 
Experimentos posteriores utilizando 1-naftol como única fuente de carbono en medio mínimo 
de sales minerales con sulfato de amonio como fuente de nitrógeno (MMS-1-naftol), 
comprobó lo anterior. Se pudo evidenciar que el aislamiento bacteriano S8-M3-13, es incapaz 


















































de degradar el carbaril y crecer apartir de la metilamina como única fuente de carbono y 
nitrógeno, similar a la biodegradación de carbaril realizada por las bacterias Aminobacter 
ciceronei nov. ER2 (Topp et al., 1993; McDonald et al., 2005), Pseudomonas sp., 50581 
(Chapalamadugu y Chaudhry; 1991). 
 
Tabla 7. Degradación de 1-naftol por Sphingobium sp. S8-M3-13 y crecimiento microbiano basado en el 
logaritmo de las UFC/mL, los datos son el resultado del promedio de tres mediciones. DS indica la desviación 












Con bacteria 0 0 98 0.22 
Sin bacteria 0 0 95 0.45 
8 
Con bacteria 0 0 96 0.3 
Sin bacteria 0 0 92 1.0 
Ln= Logaritmo natural, DS= Desviación Estandar, UFC=Unidades formadoras de colonias.  Fuente: Autores. 
 
Estudios realizados por Chapalamadugu y Chaudhry 1991, mencionan que el 1-naftol es 
mucho más tóxico que el carbaril, por lo tanto se sugiere la construcción de consorcios 
microbianos para llevar a cabo la metabolización completa del carbaril y llevar a cabo de 
desintoxicación de plaguicidas donde exista residualidad.  
 
Se han descrito bacterias involucradas en la degradación completa de la estructura del anillo 
aromático del carbaril, que involucran la degradación del metabolito intermediario 1-naftol. 
Estudios realizados por Larkin y Day; 1986 en donde aislaron Pseudomonas sp. 12043 y 
Rhodococcus sp. 12038, demostraron que a pesar de degradar y crecer lentamente apartir de 
carbaril como fuente de carbono y nitrógeno, ambos aislamientos, utilizaron 1-naftol como 
única fuente de carbono. También demostraron que Pseudomonas sp. 12043 y Rhodococcus 
sp.  12038 fueron capaces de metabolizar 1-naftol a través de la vía del ácido salicílico y del 






Estudios realizados por Doddamani y Ninnekar, 2001, aislaron Micrococcus sp a partir de 
suelos contaminados con carbaril por la técnica de cultivo enriquecido en medio mineral 
Seubert, que contiene carbaril (0.2% p/v) como única fuente de carbono. El microorganismo 
fue capaz de utilizar carbaril como única fuente de carbono y la bacteria degradó carbaril por 
hidrólisis generando los intermediarios metabólicos: 1-naftol y metilamina. También se 
demostró que 1-naftol lo metaboliza adicionalmente a través de la ruta metabólica de 
salicilato, vía gentisato, como se evidencia en la absorción de oxígeno y de estudios 
enzimáticos. Micrococcus sp, también utiliza carbofuran, naftaleno, 1-naftol, y varios otros 
compuestos aromáticos como sustratos de crecimiento.  
 
Estudios relacionados con Sphingomonas sp., S8-M3-13, evidencian degradación de 
carbofuran y su producto hidrolítico denominado carbofuran 7-fenol, produciendo metabolitos 
de color rojo (Castellanos et al., 2013 b.). En los experimentos realizados para la 
biodegradación de carbaril con esta bacteria, no se evidenció cambio de coloración en el 
medio de cultivo. Estudios relacionados con Sphingomonas sp., evidencian que esta bacteria 
además de degradar los plaguicidas N-metilcarbamatos, carbaril y carbofuran, también posee 
la capacidad para degradar otros plaguicidas y compuestos aromáticos como, propoxur, 
aldicarb, gentisato y ácido procatecoico. (Feng et al., 1997; Park et al., 2006; Wu et al., 2004; 

















4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 
 
El análisis filogenético del aislamiento bacteriano S8-M3-13 sumado a las características 
fisiológicas y morfológicas,  nos indican que pertenece al género Sphingobium sp., género 
estrechamente relacionado con Sphingomonas sp., como anteriormente fue descrito por 
Castellanos y colaboradores 2013, con el análisis molecular DNAr 16S se concluye que 
podría tratarse de una nueva especie, se recomienda realizar análisis bioquímicos y 
moleculares como contenido de guaninas y citosinas, ubiquinona 10, perfil de ácidos grasos, 
contenido de poliaminas, entre otros, como estudios complementarios para reportarla como 
nueva especie.  
 
Sphingobium sp., degrada carbaril hasta 1-naftol y metilamina, podríamos decir que la 
bacteria crece lentamente a partir de la metilamina producida por la hidrólisis de carbaril 
como fuente de carbono y nitrógeno, no obstante, no puede degradar el 1-naftol como fuente 
de carbono.  
 
Se recomienda evaluar la biodegradación de otros plaguicidas y compuestos aromáticos por 
parte de Sphingobium sp., S8-M3-13 con el fin de determinar su uso potencial en la 
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